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Abstract
　　　　The　telomeric　3’　overhang　dynamics　are　closely　linked　to　telomere　dysfunction　in　primary　cancer　cells．　The
aim　of　this　study　is　to　clarify　the　possible　role　of　telomere　and　telomere　binding　proteins　in　acute　myeloid
leukemia　（AML）　and　its　pre－malignant　stage，　myelodysplastic　syndrome　（MDS）．　We　measured　telomere
restriction　fragment　（TRF），　telomeric　3’　overhang，　telomerase　activity　and　expression　levels　of　three　maj　or
telomere　binding　proteins　（TRFI，　TRF2，　and　POT　I）　in　specimens　from　50　patients　with　AML　and　MDS．
Erosion　ofthe　telomeric　3’　overhang　without　reduction　of　TRF　was　found　in　a　subset　ofMDS　patients．　Despite
the　fact　that　telomeric　3／overhang　in　healthy　volunteers　was　significantly　associated　with　expression　levels　of
telomere　binding　proteins　（r2＝O．8053，　p＝O．oo　1），the　association　was　not　present　in　MDS　and　AML　cells．　We
also　found　an　association　between　TRF2　and　POT　I　in　AML　cells．　These　findings　suggest　the　necessity　of
measurement　of　3’　overhang，　rather　than　the　whole　telomere　length，　for　early　detection　of　disease．　Altered
cooperation　of　the　telomere　binding　proteins　might　be　linked　to　not　only　telomere　dysfunction　in　the　pre－
malignant　stage　but　also　to　AML　cells　with　increased　telomere　integrity．
1．　lntroduction
　　Telomeres　are　specialized　chromatin　structures　that
are　essential　to　protect　chromosome　ends　from　recom－
bination　and　degradation　activities．i）2）　lt　is　generally
assumed　that　the　structure　of　the　telomere　terminus　and
its　associated　proteins　is　crucial　for　telomere　function．3）
Human　telomeres　contain　2－30　Kb　of　tandem　double－
strand　（ds）　5i－TTAGGG－3’　repeats．　The　G－rich　repeat
strand　is　50－400　nucleotides　（nt）　longer　than　the　com－
plimentary　3’一ATTCCC－5’　strand，　resulting　in　a　single－
strand　（ss）　3’　overhang．‘）　Telomerase，　a　telomere
synthesizing　enzyme，　specially　recognizes　the　3i－OH
group　at　the　end　of　this　overhang　and　elongates　telomer－
es　using　telomerase　RNA　components　（TER　C）　as　a
template．5）　The　G－strand　can　also　fold　back　and　anneal
with　the　double－strand　region　of　the　TTAGGG　repeats
to　foiTm　a　larger　telomeric　loop　known　as　a　T　loop．6）
　　Telome i 　proteins　stabilize　the　telomeres　by　protect－
ing　the　single－stranded　overhang　from　degradation．3）
TTAGGG　repeat　binding　factor　1　（TRF　I）　binds　to　the
dupl x　telomeric　TTAGGG　repeat　array　and　forms　a
multi－p otein　complex　that　contains　TRFI－interacting
nuclear　factor　2　（TIN2），　TANKI　and　TANK2　（tankyr－
ase　1　and　2）．3）　The　TRFI　complex　controls　telomere
length　through　the　single－strand　telomere　binding　pro－
te ， protection　of　telomeres　1　（POT　1），　which　is　thought
to　regulate　the　aocess　oftelomerase　to　telomeres．7）8）　The
TRF2　complex，　which　also　binds　to　double　strand
telomere　and　th 　TRF2　complex　has　a　fundamental　role
in　protecting　the　telomere　ends　from　degradation，　there－
by preventing　DNA　damage　of　the　response　pathway．i）9）
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Although　evidence　suggests　the　complex　cooperative
effect　of　telomere　binding　proteins　fbr　maintaining
telomere　status加vitro．3）10）11）the　roles　of　telomere　bind一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
ing　Proteins　in　primary　cancer　cells　are　not　fUlly　under－
stood．
Normal　hematopoietic　cells　are　telomerase－positive，
however，　the　level　of　telomerase　activity　is　not　sufficient
to　maintain　telomere　length，12）13）Unlike　solid　tumors，
there　are　some　overlaps　of　telomerase　activity　levels　in
hematopoietic　neoplastic　cells　and　its　normal　counter－
parts；therefbre　it　remains　uncertain　whether　or　not
telomere　length　regulatory　mechanism　in　norrnal
hematopoietic　cells　is　different　fヒom　those　in　its　pre－
neoplastic　and　neoplastic　cells．　We　sought　to　deter－
mine　the　quantitative　relationship　between　telomere
length　and　telomere　binding　proteins（TRFl，　TRF2，
and　POTl）in　patients　with　acute　myeloid　leukemia
（AML）and　myelodysplastic　syndrome（MDS）known
as　its　pre－leukemic　stage．　By　multiple　stepwise　regres－
sion　analysis，　we　fbund　that　telomere　length　as　well　as
telomeric　3！overhang　in　healthy　volunteers　was
signi且cantly　associated　with　expression　levels　oftelomere
binding　proteins，　while　the　association　was　lost　in　AML
and　MDS　cells．　This　indicates　that　cooperation　of
telomere　binding　Proteins　to　maintain　telomere　status
may　be　lost　during　malignant　transfbrmation，　Our
且nding　might　provide　new　insights　into　how　telomere
釦nction　can　be　disrupted　in　human　diseases，　and　may
be　important　fbr　the　design　of　appropriate　therapeutic
strategies　fbr　treating　hematologic　neoplasia．
2．　Materials　and　methods
　　2．1　Patients　and　cells
　　We　examined　50　patients　with　AML　and　MDS　for
DNA　and／or　RNA　analysis：　25　patients　with　de　novo
AML　whose　peripheral　blood　or　bone　marrow　cells
contained　more　than　80％　blasts　at　diagnosis　（8－68　years
of　age）　were　used．　We　used　bone　marrow　cells　rather
than　peripheral　blood　obtained　from　25　patients　MDS
（30－78years　of　age）to　avoid　the　influence　of
contaminated　lymphocytes．　Ten　patients　with　MDS
who　developed　into　AML　（post－MDS　AML）　were　also
analyzed　for　3’一〇verhang　assay．　Peripheral　blood　cells
obtained　from　healthy　volunteers　（16－80　years　of　age）
were　used　for　controls．　De　novo　AML　and　MDS　was
diagnosed　according　to　the　French－American－British
criteria　as　well　as　WHO　classification．i‘）i5）　All　samples
were　acquired　after　obtaining　written　informed　consent
from　the　patients．　HAL－O　l，　a　lymphoblastic　leukemia
cell　line，　was　used　for　a　control　of　measurement　of
telomeric　3’　overhang．i6）
　　2．2　Telomere　restriction　fragment　length　analysis
　　Telomere　restriction　fragment　length　analysis　was
done　using　telo　TTAGGG　telomere　length　assay
（Roche　Diagn stics，　Mannheim，　Germany），　according　to
the　supplier’s　instruction．　High　molecular　weight
genomic　DNA　was　extracted　by　DNA　extractor　WB　kit
（Wako　Pure　Chemical，　Ltd．，　Osaka，　Japan）．　We　esti－
mated　the　average　telomere　length　as　the　peak　signal
using　VersaDoc　l　OOO　imaging　analysis　system　（Bio－Rad，
Hercules，　CA，　USA）．
　　2．3 Measure ent　of　telomere　3’　overhang　by
　　 　　　non－denaturing　hybridization
　　Naive　in－gel　hybridization　to　measure　the　amount　of
elomere　3’　overha g　was　done　as　described　in　Wellinger
et　 l．i7） The　Hinf　l　digested　DNA　was　electrophoresed
on　O．8％　agarose　gel．　The　dried　gels　were　hybridized
with　end－labeled　（CCCTAA），　oligonucleotide　probe．
We　estimat d the　amount　of　telomere　3’　overhang　by
V rsaDoc　lOOO　imaging　analysis　system　（Bio－Rad，　Her－
cules，　CA， USA）．　The　input　of　DNA　per　lane　was　first
adj　usted　by　ethiduim　bromide　stain，　then　signals　hybrid－
ized　with　C－rich　probe　was　expressed　as　percent　to　the
signal　in　HAL－Ol．
　　2．4　Qua ification　of　telomerase　activity
　　Telom rase ac ivity　was　assessed　by　TRAP　assay　with
m nor　modifications，　using　an　automated　DNA　sequen－
cer．i8）　Fo 　sta dardization　of　telomerase　activity，　we
used 10　attograms　of　ITAS／telomerase　assay　and　the
level　of　telomerase　activity　was　arbitrary　expressed　as　the
rati of　the　TRAP　ladder／ITAS　per　microgram　of
prot in　as　reported　previously．’8）
　　2．5　R al－tim 　reverse　transcriptase　polymerase
　　　　　ch in　reaction　of　TRFI，　TRR　and　POTI
　　One　microgram　of　total　RN　A　was　used　for　cDNA
synthesis　using　a　Ready－To－Go　You－Prime　First－Strand
Beads　（Amersham　Biosciences，　Piscataway，　NJ，　USA）
and　a　pd（N）6 Random　Hexamer　（Amersham　Bioscien－
ces）．　Four　microliters　of　the　resulting　cDNA　was　used
in　each　RT－PCR，　and　then　analyzed　by　a　7000　Sequence
Detection　S stem　（Applied　Biosystems）．i9）　We
designed　p im s　and　probes　to　specifically　amplify
TRFI　（forward　primer：5LCTG　GCT　AGG　ATG
TGT　TCT　CAA　CTC－3r，　reverse　primer：　5’一TCA　CGT
CTG　TAA　TCT　CAG　CAC　TTT　G3’，　probe：　5’一
F －ATG　ATC　CAC　CCA　CTC　GGC　CTC　C－
TAMRA－3’）．　For　gene　expression　analysis　of　TRF2
and　POT　I，　we　utilized　Taqman　gene　expression　assays
（ pplied　Biosystems　Foster　City，　CA，　USA）．　Real一・
time　RT－PCR　was　done　by　ABI　PRISM　7700　Sequence
Detection　System　（Applied　Biosystems）　as　reported
previously．20）　The　amount　of　gene　expression　in　each
sample　was　evaluated　as　a　percent　with　respect　to　the
standard　curve　generated　from　a　serial　dilution　of　quan－
titative　PCR　human　reference　total　RNA　（Stratagene，
La Jolla， CA，　USA）．　The　Taqman　beta－actin　kit
（Applied　Biosystems，　Foster　City，　CA，　USA）　was　also
used　for　normalization　of　the　amount　of　cDNA　used　in
（2）
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each　PCR．
　　2．6　Statistical　analysis
　　Analysis　of　variance，　correlation　analysis，　multiple
regression　analysis，　Student’s　t－test，　and　the　Mann－
Whitney　U－test　were　calculated　using　the　StatView
（Brain　Power，　lnc．，　Calabasas，　CA，　USA）　software　for
the　Macintosh　personal　computer．　Values　of　P〈O．05
were　considered　to　be　indicate　a　statistically　significant
difference．
3．　Results
　　3．1　TRF　and　telomeric　3’　overhang　in　MDS　and
　　　　　　AML
　　We　first　analyzed　the　peak　TRF　and　the　amount　of
telomeric　3’　overhang　in　patients　with　MDS，　post－MDS
AML　and　AML．　The　quantitative　relationship
between　telomere　length　and　telomerase　activity　is
shown　in　Figure　1　（The　numbers　of　patients　are　also
indicated　in　Figure　1）．　The　peak　TRF　length　as　well　as
telomeric　3’　overhang　was　significantly　shorter　in
patients　with　MDS，　post－MDS　AML　and　AML　compar－
ed　to　those　in　healthy　volunteers　（Figure　1－A－a）．　ln
contrast，　the　level　of　telomerase　activity　was　significantly
elevate according　to　disease　stage　（Figure　1－A－c）　The
genomic　DNA　obtained　from　healthy　volunteers　con－
tain 　a　constant　amount　of　telomeric　3’　overhang，　while
the　amount　oftelomeric　3’　overhang　was　highly　variable
in　patient　specimens　（Figure　1－A－b　and　Figure　1－B）．
In　healthy　volunteers　and　patients　with　AML，　the
amount　of　telomeric　3’　overhang　was　associated　with　the
peak　TRF　（healthy　volunteers；　r＝O．6760，　AML；　r＝
O．498）．　ln　co trast，　there　was　no　association　between
the　peak　TRF　and　the　amount　of　telomeric　3’　overhang
the　p ak　TRF in　patients　with　MDS　and　post－MDS
AML （r＝O．1084）　（Figure　2）．　We　found　marked
reduction　of　telomeric　3’　overhang　（less　than　40％　of
cont ol　cell　line）　in　a　subset　of　MDS　patients　（5　with
RA，　3　with　RAEB－1，　1　with　RAEB－II　and　4　with
post－MDS　AML）　（Figure　2）．　Among　them，　three
patients with　RA　cases　showed　a　considerable　discrep一
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Figure　1Telomere　and　telomerase　in　acute　myeloid　leukemia　and　myelodysplastic　syndrome．　（A）　The　asterisks　indicate
statistically　significant　（p〈O．05）．　Whole　telomere　length　represented　as　telomere　restriction　fragment　（TRF）　is
significantly　shorter　in　patients　with　MDS，　post－MDS　AML　and　AML　than　those　obtained　from　88　healthy　volunteers
（16－80　years　of　age）　（A－a）．　The　amount　oftelomeric　3”　overhang　measured　by　in－gel　hybridization　was　expressed　as
a　percentage　of　control　cell　lines　（HAL－O　l）．　The　genomic　DNA　obtained　from　20　healthy　volunteers　（24－76　years
of　age）　contains　a　constant　amount　oftelomeric　3’　overhang，　while　the　amount　oftelomeric　3’　overhang　varied　greatly
in　patient’s　samples　（A－b）．　The　level　of　telomerase　activity　was　significantly　higher　in　patients　with　AML　and　MDS
compared　to　those　in　72　healthy　volunteers　（16－80　years　of　age）　（A－c）．　（B）　Representative　gel－image　of　telomeric　3’
overhang．　Gel　was　stained　with　EtBr　and　the　input　of　genomic　DNA　was　normalized　（B－left）　Top－right：　Naive　gel
was　hybridized　with　end－labeled　（CCCTAA）4　probe　（B－right）．
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ancy　between　the　peak　TRF　and　the　amount　of　telomer－
ic　3’　overhang．　This　indicates　the　possibility　that
telomere　dysfunction　may　occur　at　an　early　phase　of
disease，　such　as　refractory　anemia．　ln　the　current　study，
the　loss　of　telomeric　3’　overhang　was　not　linked　to
complex　chromosomal　abnormalities　in　patients　with
MDS　（data　not　shown）．
　　32　Altered　TRFI　expression　levels　in　AML　cells
　　To　investigate　how　the　telomere　length　regulatory
system　worked　in　noumal　and　malignant　hematopoetic
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Relationship　between　TRF　and　telomeric　3’　over－
hang．　The　amount　of　telomeric　3’　overhang　mea－
sured　by　in－gel　hybridization　was　expressed　as　a
percentage　of　control　cell　lines　（HAL－O　l）．　ln
healthy　volunteers　and　patients　with　AML，　the
amount　of　telomeric　3’　overhang　was　associated　with
the　peak　TRF（healthy　volunteers；r＝O．6760，
AML；　r＝O．498）．　ln　contrast，　there　was　no　associa－
tion　between　the　peak　TRF　and　the　amount　of
telomeric　3’　overhang　the　peak　TRF　in　patients　with
MDS　and　post－MDS　AML．
cells， we n xt　analyzed　the　gene　expression　levels　of
tel mere　b nding　proteins，　TRFI，　TRF2，　and　POT　I，
usi g　RNA　samples btained　from　patients　as　well　as　20
healthy　volun eers．　The　expression　levels　of　telomere
binding prot ins　were　highly　variable　in　both　healthy
controls　 nd　pa ients，　however，　TRF1　in　25　patients　with
AML　was　significantly　lower　（p＝O．OOO　142）　than
h althy　volunte rs　（Table　1）．　ln　contrast，　there　was　no
difference　between　TRF2　and　POT　I　expression　levels　in
healthy controls　and　patients．　To　better　understand　the
cooperative　effect　of　telomere　binding　proteins　rather
than　the　expression　level　of　single　telomere　binding
protein，　we　performed　multiple　stepwise　regression　anal－
ysis　among　three　telomere　binding　proteins，　TRF　I，
TRF2　and　POT　I　（Figure　3）．　ln　norrnal　blood　cells，
TRF　I　expression　levels　were　significantly　associated
with　TRF2　and　POT　I　expression　（r2＝O．7361，　p＝
O．oo2896）．　Similarly，　TRFI　expression　level　in　MDS
cells　tends　to　be　associated　with　TRF2　and　POT　I
expression　（r2＝O．5942，　p＝O．04716），　although　there
were　some　exceptional　cases．　ln　AML　cells，　the　coordi－
nation　of　three　telomere　binding　proteins　was　not　evi－
dent，　however，　we　found　a　significant　association
between　POT　I　and　TRF2　expression　which　was　not
found　in　normal　and　MDS　cells　（p＝＝O．OOOO　143）．
　　3．3　Telomere　dysfunction　due　to　incoorperation　of
　　　　　　telomere　binding　proteins　in　MDS　and　AML
　　　　　　cells
　　We　next　compared　the　associ　ati　on　between　telomere
length　and　the　expression　level　of　telomere　binding
proteins　in　healthy　volunteers　and　patients　whose　DNA
and　RNA　analysis　was　done　simultaneously　（Table　2）．
In　healthy　volunteers　the　level　of　POT　I　expression　was
significantly　associated　with　the　amount　of　telomeric　3’
overhang　（r＝O．7256）　rather　than　TRF　（r＝O．2684），
while　the　association　was　not　evident　in　MDS　and　AML
cells．　To　determine　the　cooperation　among　telomere
binding　proteins　in　regulating　telomere　length，　TRFI，
TRF2　and　POT　I，　we　performed　stepwise　multiple
regression　analysis．　Eventually，　we　found　that　both
TRF　and　telomeric　3’　overhang　was　significantly　as－
sociated　with　all　the　telomere　binding　proteins　（TRF　I，
TRF2，　and　POT　I）　in　healthy　volunteers　（TRF：　r2＝
Table　1　Expression　level　of　telomere　binding　proteins，　TRFI，　TRF2　and　POT　I
no．　of
　　　　　
analyzed
TRFI TRF2 POT　1
Healthy　volunteers
Myelodysplastic　syndrome
Acute　myeloid　leukemia
20
25
25
5．54±4．32＊
4．19±3．49
3．88±6．39＊
1．13±O．64
1．12±O．85
1．62　±　2．40
O．80±O．69
0．71　±　O．65
0．06±O．56
’p＝O．OOO　142：　significant　difference　of　TRFI　between　healthy　volunteers　and　patients
with　acute　myeloid　leukemia．
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O．7432，　3’　overhang：　r2＝O．8053）．　The　association　was
not　found　in　patients　with　MDS　and　AML．
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Relationship　among　expression　level　of　telomere
binding　proteins，　TRFI，TRF2　and　POT　I．　The　size
of　each　bubble　indicates　the　level　of　POT　I　expres－
sion．　In　normal　blood　cells，　TRFI　expression　levels
were　significantly　associated　with　TRF2　and　POT　I
expression　（r2＝O．7361，　p＝O．002896）．　Similarly，
TRFI　expression　level　in　MDS　cells　tends　to　be
associated　with　TRF2　and　POT　I　expression　（r2＝
O．5942，　p　＝　O．04716），　although　there　were　some　excep－
tional　cases．　ln　AML　cells，　the　coordination　of　the
three　telomere　binding　proteins　was　not　evident．
4．　Discussion
　　Establishing　the　role　of　telomere　length　regulation　in
human　diseases　has　been　important　for　the　design　of
appropriate　therapeutic　targets，2i）　however，　the　obstacle
is　to　translate　the　regulatory　mechanism　which　was
found　in　small　organisms，　such　as　yeast，　into　that　in
primary　human　cells　exhibiting　marked　heterogeneity．
Indeed，　using　clinical　materials，　it　is　rather　diflicult　to
obtain　genomic　DNA　with　high　quality　which　is
enough　to　evaluate　the　special　architecture　of　chromo－
some　end．　For　this　reason，　the　precise　dynamics　of
telomeric　3’　overhang　in　primary　human　cells　remains
obscure．　This　is　probably　the　first　report　dealing　with
an　association　between　human　telomeric　3’　overhang
dynamics　and　the　expression　levels　of　three　major
telomere　binding　proteins，　TRFI，　TRF2　and　POT　I
using　clinical　blood　samples．
　　In　the　present　study，　we　focused　on　the　possible　role
of　telomere　length　maintenance　in　norrnal　and　malig－
nant　hemtopoietic　cells　from　the　following　three　aspects
to　interpret　the　complex　regulatory　system　of　telomeres
（Figure　4）．　First，　the　level　of　telomerase　activity　basi－
cally　contributes　to　telomere　length　maintenance，　espe－
cially　in　AML　cells　exhibiting　high　telomerase　activity
（Figure　41eft）．　Second，　the　status　of　telomere　ends，
where　telomerase　docked，　should　be　considered　（Figure
4middle）．　Third，　telomere　binding　proteins　which
may coop rate　to　maintain　telomere　status　might　play　a
key　role　to　maintain　telomeres　（Figure　4－right）．
　　Previous　studies　demonstrated　that　telomeric　3’　over－
hang　 n　solid　tumor　is　generally　associated　with　peak
telom re　length　represented　as　TRF，22）　We　also　found
an　a ociation　between　TRF　and　telomeric　3’overhang
in　AML　cells，　while　there　was　some　discrepancy　between
TRF　and　telomeric　3’　overhang　in　MDS　cells．　More－
over，　loss　of　telomeric　3t　overhang　without　shortened
Table　2　Association　between　TRF　（or　3’　overhang）　and　expression　levels　of　TRFI，　TRF2，　and　POT　I
No．　of
　　　　　　
analyzed
TRF1 TRF2 POT　1 TRFI，　TRF2，　and　　　　　POT　1
Healthy　volunteers
Myelodysplastic　syndromes
Acute　myeloid　leukemia
20
25
15
r一一p1887
（r＝o．0447）
　＝　O．3315
（r＝O．4544）
r＝O．0995
（r＝OOI17）
ア＝0．6052
（r＝O．1651）
ア＝02136
（r　＝　o．03370）
ア＝0。0877
（r［＝O．3671）
r＝O．2684
（r＝O．7256）’
r＝O．4363
（r＝O．5128）
r＝O．1659
（r＝o．2300）
r2　＝　O．7432
（r2一一〇．8053）’
r2　＝　O．2568
（r2　＝　O．1721）
r2　＝　O．1721
（r2＝O．3768）
Parentheses　indicate　association　between　expression　levels　oftelomere　binding　proteins　and　the　amount
of　3t　overhang．
’statistically　significant．
No．　of　cases　analyzed
simultaneously．
：　number　of　cases　in　which　both　DNA　and　RNA　samples　were　analyzed
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Telomerase
activity
Low
3’　overhang
Dynamics
Telomere　binding
proteins
Normal　blood　cells　一／
S　（TRF2
TRFI
POTI
cooperating
MDS　cells　（pre－leukemic）
　［＝＝＝＝＝＝＝＝コー一一vi’Xv／　　　TRF1
＝＝＝二ニへ」（ATRF2v〉一一（亟う
AML　cells
Partially　cooperating
High
Figure　4
TRF2
ot
POTI
Altered　cooperation
Schematic　presentation　of　telomere　length　regulatory
system　in　hematologic　neoplasia　（hypothesis　based
on　our　results）．　The　telomeric　3’　overhang　is　con－
stantly　retained　and　regulated　by　the　corporation　of
telomere　binding　proteins．　ln　MDS　cells，　the　status
of　telomeric　overhangs　are　considered　to　be　highly
variable　and　the　telomeric　3’　overhang　in　a　subset　of
cells　became　short　with　out　detectable　TRF　reduc－
tion．　The　erosion　of　such　telomere　ends　could　not
be　restored　possibly　due　to　two　reasons，　an　altered
cooperation　of　telomere　binding　proteins，　or　an
insuflicient　amount　of　telomerase　activity，　or　both．
In　AML　cells，　telomeric　3’　overhang　was　generally
associated　with　shortened　TRF，　thereby，　the　expres－
sion　level　of　TRF1　was　significantly　lowei”　than　those
in　healthy　volunteers．　The　ends　of　telomeres　might
gain　more　integrity　because　of　high　telomerase　activ－
ity　and　cooperation　of　TRF2　and　POT　I．
TRF　was　found　in　a　subset　of　patients　with　refractory
anemia　which　is　considered　to　be　an　early　phase　of
MDS，　indicating　that　telomeric　3／overhang　dynamics
might　reflect　how　telomere　shortened　in　the　beginning　of
the　disease　when　the　level　of　telomerase　activity　is
insuflficient　to　maintain　telomeric　3’　overhang．　ln
AML　cells　exhibiting　sufiicient　amounts　of　telomerase
activity，　the　chromosome　ends　appear　to　have　more
integrity．　Hashimoto　et　al．　also　reported　that　erosion
of　3’　overhang　length，　rather　than　overall　telomere
length，　plays　a　role　in　endometrial　carcinogenesis．23）
This　further　suggests　that　changes　of　telomeric　3’　over－
hang　could　be　a　molecular　marker　for　early　detection　of
disease．　Recently，　Chai　et　al．　developed　a　telomeric
overhang　protection　assay　to　measure　the　precise　amount
and　length　of　telomeric　3’　overhang．2‘）　Unfortunately，
we　could　not　perfoiTm　telomeric　3’　overhang　protection
assay　in　all　the　DNA　sample，　it　would　be　helpfu1　to
employ　the　new　method　for　understanding　more　detailed
analysis　of　telomeric　3’　overhang　dynamics　and　early
detection　of　malignant　hematopoietic　cells．
　　From　the　aspect　of　telomere　binding　proteins，　we
noticed　that　telomere　length　homeostasis　in　which
telomere　binding　participates，　is　preserved　in　normal
hematopoetic　cells，　while　it　may　be　lost　during　leu－
kemogenesis．　Previous　studies　dealing　with　telomere
binding　proteins　demonstrated　both　up－regulation23）25）26）
and　down－regulation．27）28）　The　coordination　of
telomere　binding　proteins　is　likely　to　be　more　important
to　preserve　telomere　length　homeostasis　rather　than　the
expression　level　of　single　telomere　binding　protein．
Notably，　the　expression　level　of　POT　I　was　linked　to
TRF2　expression　in　AML　cells．　An　in　vitro　study　by
Yang　et　al．　revealed　that　POT　I　and　TRF2　cooperate　to
ma ntain　telomeric　integrity．29）　Taken　together　with
our　results，　cooperation　of　POT　I　and　TRF2　may　be
linked　to　telomere　stability　in　AML　cells．
　　While　the　number　of　patients　studied　in　the　current
study　is　limited，　our　results　clearly　show　an　altered
cooperation　of　three　maj　or　telomere　binding　proteins，
TRFI，　TRF2　a d　POT　I　in　hematologic　neoplasia．
Our　results　suggest　the　necessity　of　measurement　of
telomeric　3’　overhang　for　early　detection　of　disease，　and
provide　the　basis，　for　more　detailed　studies　on　the
complex　regulatory　mechanism　of　telomerase　binding
pr teins in　h matologic　neoplasia　which　may　lead　to　the
development　of　new　cancer　therapeutic　strategies．
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造』血1器腫瘍におけるテロメア結合タンパク、TRFI，　TRF2および
　　　　　　　　POT　1の協調的テロメア制御機構の障害
本　多　聖　子1）　　大屋敷　純　子2）　　浜　村　良　子1）
　　　　　　　指　田　吾　郎1）　　大屋敷　一　馬1）
　　1）東京医科大学内科学第一講座
2）東京医科大学難治性免疫疾患研究センター
【要旨】テロメアは染色体末端を保護する特殊な構造を有し、ヒトのテロメアは2－30キロベースの二本鎖（TTAGGG）
配列の繰り返しで、その3！末端は一本鎖のオーバーハングの形となっている。細胞分裂に伴うテロメアの短縮はこの3’一
オーバーハングの部分から起こり、その動態はヒトがん細胞においてテロメア機能障害と密接に関係していることが知ら
れている。正常細胞ではさまざまなテロメア結合タンパクの協調作用により適切にテロメア長が維持されていることが、
in　vitroの実験から推察されているが、腫瘍細胞での変化についての詳細は不明である。
　そこで、急性白血病とその前白血病状態である骨髄異形成症候群において、テロメア結合タンパクとテロメアの関係を
解明するため、50例の臨床検体を用いてテロメア長（3〆一オーバーハング鎖および二本鎖テロメア長）を測定し、3種類の
主要なテロメア結合タンパク（TRFl，　TRF2：二本鎖テロメアに結合、　POTl：一本鎖テロメアに結合）の発現量を定量し
た。多変量解析の結果、健常人ではテロメア3！一オーバーハングの長さはテロメア結合タンパク発現量と有意に相関（r2＝
0．8053，p＝0、001）していたが、白血病および骨髄異形成症候群ではこの相関関係は見られなかった。さらに一部の骨髄異
形成症候群では二本鎖テロメア長を含めた全体のテロメア長は一見正常でも、3’一オーバーハングの長さが短縮している例
が見られた。
　以上よりテロメア長の検査法としては31一オーバーハング長の測定の方が感度が高く、詳細なテロメア構造の変化を知
るためには3！一オーバーハング長の測定が必要と考えられた。また、健常人において認められたテロメア結合タンパクの協
調的テロメア制御機構はこれらの造血器腫瘍においては欠落しており、テロメア結合タンパクを分子標的とした治療法の
可能性も示唆された。
〈キーワード〉　テロメア結合蛋白、テロメア3ノーオーバーハング、急性骨髄性白血病、骨髄異形成症候群
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